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©Tritylgruppe enthaltendes Festphasensystem, Verfahren zu seiner Herstellung und seine Verwendung in 
Festphasenreaktionen 



m Die Erfindung betrifft Festphasensysteme, die eine Trityl- 
gruppe in folgender ailgemeiner Formel enthalten 
^R 2 
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Peptiden und Glykopeptiden, bei denen die Produkte selektiv 
und unter so milden Bedingungen vom polymeren Trager 
abgespalten warden konnen, daft Aminosaureschutzgruppen 
auf dem Peptid verbleiben und Nebenreaktionen der Anker- 
verbindung mit dem Peptid in Losung weitgehend unterblei- 

Dte'Darstellung der p-Methyl-substituierten Tritylalkohole 
als Ausgangsverbindungen zur Darstellung des Ankersy- 
stems geiingt am besten mit metallorganischen Verbmdun- 
gen, vorzugsweise Grignard-Reagenzien, aus aromatiscnen 
Estern oder Benzophenonen. Eine alternative Herstellung 1st 
die Umsetzung von substituierten Benzotrihalogen.den oder 
Benzophenendihalogeniden mit Benzol nach Friedel-Crafts 
und anschlieSende Verseifung der Halogen.de zu den ent- 
sprechenden Alkoholen. 



wobei 

p ein festes Trigermaterial, 

S eine Spacergruppierung der Auspragung Alkyl, -NH-, -nk- 
(Urethan) oder -O- (Ester), 

R' R 2 und R 3 jeweils einzelne oder mehrere gieiche oder 
verschiedene Substituenten der Auspragung Alkyl, Alkoxy, 
Dialkylamino, Halogen, Nitro oder Wasserstoff 
und Xeine Verknupfungsgruppe der Auspragung Acylamido. 
Acyloxy. Amino, Halogen, Hydroxy! oder Phosphonat bedeu- 
tet, worin Acyl den Rest einer Carbonsaure oder den Rest 
RCO mit R als einem organischen Rest darstellt. 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung 

D,efolaend,nAngabens,ndd B »von, BUNDESDRUCKEREI 07.94 408036/384 
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Beschreibung 

J*"** Mrih ein „,„« Fes.pbasensystem. da, die Tri, ylg r„ PP e in tolgendcr %emcine „ Fo , me| 




(I) 



PeinfestesTragermaterial, 

Peptiden.Olykopep.ide^NuUwtiden^erPmSr ' ,nsbKondere f5r fetph^easynmesen von 

und der biologischen AbtobSrsttk m SiS^.^ ? i"^" 1 ^ ie ' VertrSgliohkett 
sohen Techniken gill diss auch fQr di/chmS SJ *r nunmehr hoohentwiokelten gemecnnologi- 

mzwischanerkannten Problemftdie WdS«^ta!S'ffliSr ^f™ Das gilt trotz der 

dsiertenProdukteimmerwiederauft^^ 

sch^Bedingungenodef aoidoWseh^taben ™Sn £ D P ' ,d ^ h > ,<lro ? e ' ,0 W ! '*• Pk°»lyti S cli.- U m e r baai- 
wandt wird. Hiertei vemlnde „ Bram»™^ ? ^ " be ™ ,e S e " d taagenannte Strategie anga- 

der Aminoaaareseitenkeuen-SchuEgrupper ™ uSaa« ° h "f S 1 " 0 " 25 ^ Abspalwg 

an den Drittftmklionen voJI Oder teilwefa? sesSoe, PeSS^K g ? mh - mSs ' ,ch - & entslehei1 
aklionennichtmehrbenuciTOrdeSen ^ 

Seue 1 gezeigt verbunden ist Urdnung (-CO-) und einen Spacer S wie auf 

re Oder den Rest RCO mil Rals ein«m^™Z? ™ s t>*?' m ?™<V° sen,, worn, Acyl dan Rest einer Carbonsau- 

organische kunslliohe Oder naMrliche KSSl 6 . T" f T ™ f™rpiltane wie and, 
cyUte. .bar ancb am rest, mi, einer 
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,. , ~(i«„ c«tnh^ P nsvstem wurde vorzugsweise mit aminomethylfunktionali- 

P=»MimenaltebekMntenS*utzgropp»dKne^ essigsauren Medien, die sowohl 

Die Abspaltung der Pr*« «!* SKup^nvtaPepdde^seleWvaLfdemProdufabelas: 

^^^^^^^^^^^^ 
Verfahren zu ihrer HersteUung und ihre Verwendung beschrieben. 

Synthese der die Tritylgruppe etithaltenden Festphasensysteme 
Synthese der p-Carbonyl-substituierten Tritylverbindungen 
DieDaraenungderTri,,.,™^^^ 

X»..d™ch l ie3«r.d.^^^ 

gruppierung. 

Synthese von polymerenTragem mit tritylischen Ankergruppen 
prinzipielle Vorgehen wird an emem kommeraell "J^^rfSSfiSiK Mitarb, JAm.Chem.Soc, 98, 



Qberf unit wird. 



I 



«t J Q-^ c| -* H ?-0^ Ha -\ 1 



. ^ g CH 2 NH 2 



'TS— vo n2 inaerre^ 
DasaminomethylieriePolys^ 

gen der Formel I umgewandelt, mdem es mit rnyvOTmrauw D .carbortrilylalkohol 4 beschrieben. Die 
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chlorid geschehen/ 

AnkuppIungderC-terminalenAminosaureandenerfindungsgemaBenTrager 

angekoppelt Die dabei gebildeten kSSSSS wTe f B 7 en^E^'f H de " P ° lymeren ™S<* 
Ausbeuten liegen je nach Aminosaure-ObersfhuS 



HOOC-CH(R)-NH-R" + 5 a — 



-NH-CO-^-C-0-CO-CH(R)-NH-R 



25 durch Behandein mit Piperidin oder einer anrS™ « -™orenylmethoxycarbonyI Fmoc)-Gruppe gelingt das 

fbundenenAminoverbind^ga T^^SS^'f^^ m ^^SSS£ 
AmidbindungandenTragervolIigsrabiL ' g ™ a,e Ammo ^»re bleibt hierbei ebenso wie die 

30 " Pep,id """ dGI » it0 P e P 1 idsyiithKeaj I1 erfiiidungs g e m a6enWger 

35 

CH^_ _ 
H6-^CH 2 .NIH-CO-0.C-O.CO-CH(R).NH-CO-CH(CH 3 )-NH-R'' 



Fmoc-AIa 
HOBT/DIC 



4 

5 9 

DieAbspaltungderPeptideundGIykopeptidevomerfmdungsgemaQenT^ 

Bedmgungen abgespalten werden kSSS^Ki^^?? T sehr ^igsaSen 
; gebundenen Derivate mit 20-50O/ o Essissaure to !SSS™SJ Absp * itun S *■ B - durch Behandlung der polymer- 
Die Reaktion ist bei Raumtempe;Sfder 
™ ,d ; n . Bed ^ngenbleibenseLemp» 

pen (wie z. B. Trityl- und Boc-Gruppen) im JSStenSSSl **«»dwte Bmdungen und Schutzgrup- 

o .Dieabge!6stenProduktekonnendScS 

SesinddeshalbsofortzuweiterensS^ 

™. g sfreieA^^^ 

de ist unter sehr milden Bedingungen SdiS^2£^SSW^ 5y ^ arteI1 P ^tide und Glykopepti- 
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Beispiel 1 

Belegungvonaminomethyliertem Polystyrol mit p-Carboxytritylalkohol 

Substanzen: 

lOOg Aminomethyl-Polystyrol (Beladung mit Aminogruppen: lmeq/g) 

60,9g p-Carboxytritylalkohol (M=304,34; 200 mmol)) 

27,tg l-Hydroxybenzotriazol(M= 13535g; 200mmol) 

34,4ml Diisopropylcarbodiimid (M - 126,2; d - 0,806; 220mmol) 

Losungsmittel: 

0,51 Dimethylformamid 

°' 5 £)as Polystyrol wird mit einer Losung von Tritylalkohol und HOBT in DMF, die kurz mit dem Carbodiimid 
voraktiviert wurde, vereinigt und 6h bei Raumtemperatur geschwenkt. Der Kaiser-Test bestatigt die vollstandi- 
ge Reaktion. SchlieBlich wird das Harz mehrmals mit DMF und danach mit Methanol gewaschen und ltn 
Vakuumgetrocknet. 

Beispiel 2 

Oberfuhrung des Harz-gebundenen Alkohols in das Chlorid 

Substanzen: 

lOOg des mit Anker belegten Harzes 

Losungsmittel: 

300ml Acetylchlorid 

500ml Dichlormethan. 

Das Harz wird in einer 60%igen Losung von Acetylchlorid in Dichlormethan uber Nacht bei RT geschwenkt 
AnschlieBend wird filtriert, mit Dichlormethan (mit einigen Tropfen Acetylchlorid versetzt) gewaschen und 101 
Olpumpenvakuum getrocknet. Die Ausbeute der Substitution betragt 100%. 

Beispiel 3 

Kupplung von Fmoc-Aminosauren auf das Chlor-funktionalisierte Tritylharz 

Substanzen: 

lOOg Chlor-f unktionalisiertes Tritylharz nach Beispiel 2 (Beladung mit Chlor: 0,7/meq/ g) 

Fmoc-Aminosaure (115,5mmol ■- l^facherOberschufi) ' 

40ml Diisopropylethylamin (M - 1293; d - 0,742) 

Losungsmittel: 

400ml wasserfreies Dichlormethan 

600ml wasserfreies Methanol. . , nn , rv li .u 

Das Chlortritylfunktionalisierte Polystyrol wird mit einer Losung von 30ml DIEA in 400ml Dichlormethan 
versetzt und die Fmoc-Aminosaure hinzugegeben. Nach lh Schwenken bei RT schuttet man die Mischung m 
erne Losung von 10ml DIEA in 600ml Methanol. Nach 30min. wird filtriert und mit Methanol gewaschen. Nach 
dem Trocknen kann die Beladung UV-spektrometrisch mit 0,6 ± 0,05 meq/g bestimmt werden. 

Beispiel 4 

Synthese des HIV-Protease-Fragments Val-Glu-Ue-Cys(Trt)-Gly-HisCrrt)-Lys(Boc)-Ala-lle-Gly 

0,5g S Fmoc-Glycin auf Chlor-trityliertem Polystyrol-Polyethylenglykol-Harz der Beladung 0,19meq Cl/g Harz 

(Firma Rapp-Polymere, Tiibingen) 

036meq Fmoc-Aminosaure pro Kupplung 

0,36meq HOBT pro Kupplung 

4,4 meq DIC pro Kupplung 

Losungsmittel: 

N.N-Dimethylforrnamid, UV-grade 

20%ige Losung von Piperidin in DMF zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe. 

Nach Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wurde die nachste Ammosaure mit HOBT und DIC 
in DMF 3 min. voraktiviert und im continous-flow-Verfahren 12 min. durch die Reaktorsaule gepumpt. Nach 
jedem Kupplungs- und Abspaltungsschritt wird das Peptidharz mit DMF gewaschen. Der Vorgang wird mit den 
anderen Fmoc-Aminosauren jeweils analog bis zur fertigen Peptidsequenz wiederholt. Am Ende der Synthese 
wird die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, das Peptidharz mit Methanol gewaschen und im Vaku- 
um getrocknet. Man erhalt so das Qber die tritylische Ankergruppierung mit dem Tragerharz verknupfte 
Decapeptid. 
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Beispielo 

Abspaltung des Peptids vom erfindungsgemaBenTragcr 

Das nach i Beispiel 4 hergestellte Festphasensystem wird 3h mil einer Mischung von 5ml Essigsaure 4m! 
D.chlormethan und 1ml Methanol behandelt AnschlieBend werden 100ml Hexan zugegeben JESSES* 
IT . • D° n l e «f W>P ™ Vakuum entfernL Das Produkt besitzt nach HPLC und Ionpray-MS 
mehr als 95%ige RemheiL Die Ausbeute wurde zu 87% bestimmL 

Patentanspriiche 

OrSuS "SSSSSS^ 1 ^ Festphasensystem, in dem die Tritylgruppe Qber einen Substituenten 2. 
urdnung an em festes Tragermatenal gebunden ist, mit der allgemeinen Formel 

R 2 



(I) 



wobei 

P ein festes Tragermaterial, 

If in o e 2 Spa ^ S 3 r - Ppi ^ Un ? der Aus P r5 S un gAIkyl ) -NH-,-NR-(Urethan) I oder-0-(Ester) 

Ail i ah J-T? ein2Clne 0der mehrere gleiche oder verschiedene Substituenten der AuspraHune 

AlkyUlkoxy.Dialkylamino, Halogen, Nitro oder Wasserstoff, und Auspragung 

PhinL^ r ^H PfU ff grUP - Pe A der I Aus P r5 ^ n g Acylamido. Acyloxy, Amino, Halogen, Hydroxyl oder 

s&£ffijr Acyl den Rest eber carbonsaure oder den Rest rco "* * * 

unS^f TT- naCh A A - SprUCh dadurCh g ekennz «chnet, daB der Acylrest RCO der geschutzte oder 
SSS^taZ itt mm0S§Ure ' CineS PepUd * Glyk ° PeP ^ Nuk,e ° tid5 ' ^ Hy Acarbonsaure, 
^^^^^ d3dUrCh geken ~ dafi das ^ tragermatenal ein 
4. Festphasensystem nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das feste Tragermaterial ein 
* ^ ^ dnem Verknfl P fun S mit der TritylgruppT; iSSSKS 

vSlfiSSJT AnSPniCh 3 ° dCr *' dadur ^ S ekenn2eic ^ daB das Polymere oder das fQr die 

pup^^ 8 ^ naCh AnsprUCh 3-5> dadurch g^ennzeichnet. daB das Polystyrol eine Aminomethyl- 

Gr^p^g 5 ^ 16 " 1 n3Ch AnSPrUCh 3 ~ 6> dadUrCh gekennzeichnet - daB es ™ den Aminomethylgruppen die 

-CO-(Phenyl-R')-C(Phenyl-R 2 XPhenyl.R 3 )-X 

tragt worin R 1 , R 2 , R 3 und X die in Anspruch 1 gegebene Bedeutung besitzen. 

Zl H y drox yJ'„ Hal0 S en ' eine Sulfonatgruppe, eine Phosphonatgruppeoder eine Acyloxygruppe in der 
Bedeutung ernes Saurerestes emer Carbonsaure ist, dadurch gekennzeichnet, daB man ein fSS BgJS 

nete funkttonelle Gruppen A enthalt, mit emer Verbindung B-CO~(Phenyl-R>)-C(Phenyl-R2VPhenvl- 
Iri™^ worm A und B Atomgruppierungen bedeuten, die unter {Condensation und/oder Addition 
reagitrea "** VerknQpfung ^chen festem Tragermaterial und Tritylgruppierung miteinande? 

9. Verfahren nach Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, daB das feste, funktionelle Gruppen A enthaltende 
I ammom ^ h y |,ertes P^yayrol * das mit einer carbonylsubstituierten Tritylgruppe 
unter Ausbildung einer Amtdbindung umgesetzt wird. HH 

10. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel I nach einem der Anspruche 1 bis 
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7, worin X eine Acyloxygruppe bedeutet, in der der Acylrest RCO- den geschiitztcn oder ungeschiitzten 
Rest einer Aminosaure, eines Peptides, eines Glykopeptides, eines Nukleotides, oder einer Hydroxycarbon- 
saure, einer Di- oder Tricarbonsaure bedeutet, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Festphasensystem der 
allgemeinen Formel I, worin X Hydroxyl, Halogen, eine Sulfonatgruppe, eine Phosphonatgruppe oder eine 
Acyloxygruppe, worin Acyl den Rest einer Carbonsaure darstellt, bedeutet, mit N-geschiitzten Aminosau- 
ren, Peptiden, Glykopeptiden, Nukleotiden, Hydroxycarbonsauren, Di- oder Tricarbonsauren oder Deriva- 
ten oder Salzen davon, umsetzt und gegebenenfalls die N-terminalen Schutzgruppen abspaltet. 

11. Verfahren zur Synthese von ungeschiitzten oder geschiitzten Peptiden, Glycopeptiden, Nucleotiden, 
Hydroxycarbonsauren, Di- oder Tricarbonsauren, dadurch gekennzeichnet, daB man aus der Verbindung 
der allgemeinen Formel I, worin X eine Acyloxygruppe bedeutet. in der der Acylrest RCO- den geschiitz- 
ten oder ungeschiitzten Rest eines Peptids, Glykopeptids. Nukleotids, einer Hydroxycarbonsaure, Di- oder 
Tricarbonsaure bedeutet, den Acylrest RCO- in Gegenwart von Sauren in verschiedenen organischen 
Losungsmitteln abspaltet , 

12. Verwendung eines Festphasensystems der allgemeinen Formel I nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
worin X Hydroxyl, Halogen, eine Sulfonatgruppe, eine Phosphonatgruppe oder eine Acyloxygruppe, worin 
Acyl den Rest einer Carbonsaure darstellt, bedeutet, fur Festphasenreaktionen. 

13. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Festphasenreaktion eine Festphasen- 
synthese von Peptiden, Glykopeptiden, Nukleotiden oder Proteinen ist. 
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